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Sinteza i ispitivanje uticaja derivata
kvercetina i stearinske kiseline na
oksidativni stres na modelu
laboratorijskog mi{a (Mus musculus)

Sintetisan je acil-derivat kvercetina i stearinske kiseline. Ura|en je DPPH test

koji je pokazao da sintetisano jedinjenje pokazuje 9 puta ja~u antioksidativnu ak-

tivnost od kvercetina koji je kori{}en kao polazni molekul za sintezu novog je-

dinjenja. Za eksperiment je kori{}eno trideset mu{kih mi{eva pribli`ne te`ine 25

grama. Mi{evi su podeljeni u 6 grupa, od kojih je jedna grupa predstavljala kon-

trolu. Sintetisano jedinjenje je rastvoreno u sme{i rastvara~a propilenglikola, po-

lisorbata i vode, dok je 0.5 mL dato svakom mi{u intraperitonealno. Kontrolna

grupa je tretirana sme{om rastvara~a. Na ledu su izolovane jetre, slezine, bubrezi

i mozgovi mi{eva. Po jedna grupa je `rtvovana prvo 6 h nakon aplikacije jedi-

njenja, a zatim na svakih 12 h. DPPH test i test lipidne peroksidacije su pokazali

da je sintetisano jedinjenje veoma jak antioksidant, kao i da ispoljava terapetuski

efekat u svim ispitivanim organima: jetri, slezini, bubrezima i mozgu. Jedinjenje

je zbog svoje lipofilnosti pre{lo krvno-mo`danu barijeru i ispoljilo svoj najja~i

efekat upravo na mozgu mi{a, gde je snizilo oksidativni stres vi{e od tri puta. Ni

na ostalim organima njegovo dejstvo nije zanemarljivo. U jetri, slezini i bubre-

zima sni`ava oksidativni stres i do dva puta.

Uvod

U organizmu nizom hemijskih reakcija, neophodnih za njegovo fun-
kcionisanje, nastaju slobodni radikali (Sayre et al. 1999; Cadens i Davies
2000; Zhou et al. 2003). Oni predstavljaju veoma reaktivne molekulske
oblike, jer poseduju nesparen elektron u svojoj strukturi. Kiseoni~ni radi-
kali (HOO, HO, ROO…) mogu uzrokovati razli~ita patolo{ka stanja kod
aerobnih organizama. U normalnim uslovima, produkcija toksi~nih slobo-
dnih radikala je u ravnote`i sa antioksidativnim sistemom odbrane orga-
nizma. Disbalans ovog ravnote`nog stanja u organizmu, tj. stanje u kome
je ravnote`a izmedu prooksidanata i antioksidanata u }eliji pomerena na
stranu prooksidanata, naziva se oksidativni stres (Sies 1985). Naime, en-
dogena oksidativna o{te}enja proteina, lipida i DNK smatraju se va`nim

268 • PETNI^KE SVESKE 69 DEO II

Karla Ili}-\ur|i}

(1993), Zrenjanin,

Blagoje Parovi}a 21,

u~enica 3. razreda

Medicinske {kole u

Zrenjaninu

MENTORI:

Luka Mihajlovi},

Hemijski fakultet,

Beograd

Aleksandar \uri},

Farmaceutski fakultet

Univerziteta u

Beogradu



etiolo{kim faktorima u procesu starenja i nastanku hroni~nih oboljenja kao
{to su kancer, arteroskleroza i neka neurodegenerativna oboljenja
(Mordente et al. 1998). Patologije vezane za ova oboljenja nastaju kada
produkcija reaktivnih kiseoni~nih vrsta i drugih slobodnih radikala preva-
zi|u kapacitet antioksidantnih mehanizama u }elijama i tkivima `ivih or-
ganizama.

Neko jedinjenje se svrstava u grupu antioksidanata ukoliko mo`e da
preda jedan svoj elektron slobodnom radikalu i tako smanji njegovu reak-
tivnost, a sam ostane stabilan. Ova jedinjenja zbog delokalizovanih ele-
ktrona koje poseduju u svojoj strukuri izgubiv{i jedan elektron ne postaju
reaktivni oblici.

Kvercetin (slika 1) je flavon, odnosno sekundarni biljni metabolit
koji se kao i ostali flavoni karakteri{e prisustvom fenolnih i piranoznih pr-
stenova. Ovo jedinjenje se nalazi u zelenom ~aju (Camelia sinesis), crnom
vinu, zelenoj salati (Lactuca sativa), crnom luku (Allium cepa), celeru
(Apium graveolens) i mnogim drugim biljnim vrstama.

Pokazano je da kvercetin mo`e da vezuje te{ke metale i da se pona{a
kao antioksidant (Cook i Samman 1996). Kao deo ljudske ishrane ima
zna~ajnu ulogu u protekciji od degenerativnih oboljenja, razli~itih tipova
kancera i kardiovaskularnih bolesti, gde se sva lekovita svojstva ovog
molekula pripisuju njegovoj antioksidativnoj aktivnosti (Hensley et al.
2000); Morton et al. 2000; Halliwell et al. 1992). Antioksidantna
aktivnost kvercetina zavisi od rasporeda funkcionalnih grupa u molekulu.
Raspored i broj hidroksilnih grupa uti~e na mehanizam antioksidativnog
dejstva kod razli~itih polifenola.

Sintetisan je acil-derivat kvercetina i stearinske kiseline. Kao {to je
ranije navedeno, kvercetin je sekundarni biljni metabolit koji u svojoj stru-
kturi sadr`i kondenzovani pirokatehinski i piranozni prsten i konjugovani
katehinski prsten. Ovaj molekul sadr`i pet fenolnih hidroksilnih grupa
koje mogu podle}i esterifikaciji, me|utim kako je esterifikacija vrsta nu-
kleofilne supstitucije, a hidroksilna grupa ozna~ena brojem jedan (slika 1)
najkiselija hidroksilna grupa u strukturi kvercetina, najverovatnije je da se
upravo ta OH grupa esterifikovala. Postoji mogu}nost esterifikacije ostalih
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Slika 1.

Struktura kvercetina sa
numerisanim
hidroksilnim grupama

Figure 1.

Structure of quercetin
with numerated hydroxyl
groups



OH grupa ali je ona manje verovatna zbog sternih smetnji prouzrokovanih
blizinom druge hidroksilne grupe, odnosno blizinom fenonskog kiseonika,
{to nije slu~aj sa OH grupom 1, {to dodatno favorizuje esterifikaciju na
tom mestu. Tako|e postoji mogu}nost da je dobijena sme{a izomernih de-
rivata (Musialik et al. 2009).

Sintetisano jedinjenje je lipofilno, a u in vitro ispitivanjima pokazalo
se kao 7 puta ja~i antioskidant od polaznog molekula, kvercetina. Kako se
dobijeni acil-derivat sastoji iz dugog nepolarnog acil-lanca i polarnog kve-
rcetinskog ostatka, sintetisano jedinjenje se pona{a kao povr{inski aktivna
materija, kao i membranski lipidi, {to bi trebalo da uslovi njihovo nago-
milavanje u membranama, odnosno njihovo dejstvo na tom mestu, sa fa-
vorizovanim spre~avanjem lipidne peroksidacije. Pove}anjem lipofilnosti
kvercetina omugu}ava se njegovo dejstvo u mozgu.

Cilj rada je ispitati uticaj acil derivata kvercetina i stearinske kiseline
na oksidativni stres u mozgu, jetri, bubrezima i slezini mi{a (Mus mus-

culus).

Materijal i metode

Sinteza acil-derivata kvercetina i stearinske kiseline

U balon od 25 cm3 sa okruglim dnom sipano je 0.5 cm3 (6.88 mmol)
tionil-hlorida i 2.3 g (oko 9 mmol) palmitinske, odnosno stearinske, od-
nosno oleinske kiseline rastvorene u 10 cm3 etil-acetata i uz refluks za-
grevano do klju~anja u toku 5 h. Kiseline su dodavane u vi{ku ne bi li sav
SOCl2 izreagovao. Nakon toga rashla|enoj reakcionoj sme{i dodato je
2.5 g (7.3 mmol) kvercetin-dihidrata i reakciona sme{a je ponovo zagre-
vana do klju~anja uz refluks jo{ 5 h. Tako dobijeni acil-derivati kvercetina
su nakon hla|enja filtrirani na bihnerovom levku i isprani tri puta sa po
10 cm3 etil-acetata i osu{eni na sobnoj temperaturi.

Ispitivanja rastvorljivosti jedinjenja

Ispitivana je rastvorljivost jedinjenja u vodi, hloroformu, heksanu,
metanolu i petrol-etru tako {to je u mikroepruvetu sipano po 100 mg sin-
tetisanog jedinjenja i 1 cm3 rastvara~a. Zatim su mikroepruvete stavljene
na vorteks na 3 minuta.

Ispitivanje antioksidativne aktivnosti in vitro

DPPH test. U erlenmajeru zapremine 250 cm3 rastvoren je 1 mg
DPPH reagensa u 200 cm3 80% metanola. U epruvete je sipano po 5 cm3

DPPH reagensa i 100 mm3 metanolnog rastvora koncentracije 50 µg/mL
ispitivanog jedinjenja. Potom su epruvete sa rastvorima inkubirane 15 mi-
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nuta u mraku. Kao slepa proba kori{}en je rastvor DPPH u 80% metanolu.
Apsorbanca je merena na 515 nanometara, a kao standard je kori{}en kve-
rcetin. Merenja su ponovljena tri puta.

Formiranje grupa mi{eva i aplikacija sintetisanog jedinjenja

Za eksperiment je kori{}eno 30 mu{kih mi{eva pribli`ne te`ine 25 g.
Hrana i voda su davane ab limitum.

Kako sintetisano jedinjenje nije rastvorljivo u vodi, rastvaranje `elje-
ne koli~ine jedinjenja postignuto je dodavanjem korastvara~a u slede}em
odnosu: 15% propilenglikola, 5% polisorbata 80 i ostatak vode; dodato je
sintetisano jedinjenje dok se nije dobio zasi}en rastvor koji je centrifu-
giran 15 minuta na 3000 obrtaja i sterilisan u autoklavu sterilizacijom 2a
po propisu IV jugoslovenske farmakopeje. Kao slepa proba kori{}ena je
sme{a rastvara~a bez dodatka sintetisanog jedinjenja (Oser i Oser 1956;
Chou et al. 2005).

Mi{evima je intraperitonealno ubrizgano po 0.5 mL. Mi{evi su po-
deljeni u 6 grupa od po 5 mi{eva od kojih je jedna predstavljala kontrolu.
Prvih 5 i kontrolna grupa su `rtvovani dekapitulacijom 6 h nakon tret-
mana, a preostale grupe su `rtvovane na svakih 12 h. Izolacija organa je
vr{ena na ledu, a kori{}eni su mozgovi, jetre, slezine i bubrezi. Svi isti
organi iz jedne grupe su spojeni i zajedno homogenizovani u avanu sa tu-
~kom uz dodatak saharoznog medijuma (21.39 g saharoze i 0.0931 g
EDTA u 0.2 M fosfatnom puferu, pH 7). Kako su jetre mi{eva iz jedne
grupe te`ile pribli`no 6 g dodato je 6 mL saharoznog medijuma, bubre-
zima i mozgovima po 2 mL, a slezinama 1 mL medijuma. Po{to su organi
homogenizovani u avanu sa tu~kom dodatno je ura|eno 20 aspiracija. Ho-
mogenati su zatim sipani u mikroepruvete i centrifugirani 15 minuta na
13400 obrtaja u minuti. Supernatant je odliven, a uzorci organa su ~uvani
u fri`ideru.

Ispitivanje antioksidativnog dejstva in vivo

DPPH test. 3 mg DPPH reagensa rastvoreno je u 600 mL 80% me-
tanolu. Ra|eno je sa razbla`enjima 1:10 Sipano je 100 µL uzorka i 5 mL
DPPH reagensa. Sme{a je ostavljena da se inkubira u mraku 15 minuta.
Snimano je na 515 nm. Ra|ena su tri ponavljanja.

Lipidna peroksidacija. U kivete je sipano 50 µL lipozoma i 200 µL
uzorka. Ra|eno je sa razblazenjima 1 : 4 (uzorak : saharozni medijum).
Kao slepa proba kori{}eno je 2.2 mL rastvora kalijum hlorida. Kao stan-
dard kori{}ena je sme{a lipozoma i po 0.1 mL rastvora vitamina C i
morove soli. Sme{a je inkubirana 10 minuta na 37 stepeni, zatim je
dodato po 1 mL TBA i TCA reagenasa. Zatim je stavljena na 10 minuta
na vodeno kupatilo na 100 stepeni, potom centrifugirana 10 minuta na
3000 obrtaja. Snimano je na 540 nm.
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Rezultati i diskusija

Rastvorljivost sintetisanog jedinjenja prikazana je u tabeli 1.

Tabela 1. Rastvorljivost sintetisanog jedinjenja

Rastvara~ Sintetisano jedinjenje

Voda ne rastvara se

Hloroform ne rastvara se

Metanol rastvara se

Heksan ne rastvara se

Petrol-etar ne rastvara se

Na osnovu dobijenih rezultata, odnosno promene rastvorljivosti jedi-
njenja u odnosu na polazno jedinjenje, kvarcetin mo`e se zaklju~iti da je
do{lo do sinteze novog jedinjenja.

DPPH test in vitro. Antioksidativna aktivnost kvercetina i derivata
kvercetina i stearinske kiseline prikazana je u tabeli 2.

Tabela 2. Antioksidativna aktivnost jedinjenja

Ispitivano jedinjenje IC50 ��g/mL�

Kvercetin 0.13

Derivat kvercetina i stearinske kiseline 0.014

Pretpostavka da }e se esterifikacijom neke od hidroksilnih grupa kve-
rcetina dodatno pove}ati antioksidativno dejstvo, jer kiseonikovi atomi iz
karbonilne grupe poseduju elektrone koji ne moraju biti lokalizovani na
samo jednom mestu potvr|ena je rezultatima prikazanim u tabeli 2, jer je
za inhibiciju 50% DPPH radikala derivatu kvercetina i stearinske kiseline
potrebna pribi`no 9 puta manja koncentracija nego kvercetinu.

DPPH test in vivo i lipidna peroksidacija. Rezultati testova za jetru
prikazani su na slici 2. Puna linija prikazuje rezultate testa lipidne pero-
ksidacije, a isprekidana rezultate DPPH testa.

Na x-osi svih grafikona sa K je obele`ena kontrola, brojem 2 mi{evi
`rtvovani u isto vreme kad i kontrolna grupa, odnosno 6 ~asova nakon
tretmana, brojevima 3-6 tretirani mi{evi `rtvovani na svakih 12 ~asova. Na
y-osi mogu se o~itati vrednosti apsorbanici.

U oba testa mo`e se uo~iti razlika ve} izme|u kontrole i tretmana
nakon 6 ~asova, u narednih 24 h apsorbanca, pa samim ti i oksidativni
stres znatno opada, {to se jasno mo`e videti na grafi~kim prikazima oba
testa, da bi 30 ~asova nakon tretmana jedinjenje dostiglo svoj maksimalan
efekat. Na toj vremenskoj ta~ki oksidativni stres je gotovo duplo manji od
oksidativnog stresa koji pokazuje kontrolna grupa, {to pokazuje da je sin-
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tetisano jedinjenje veoma jak antioksidant. U narednih 24 h oksidativni
stres se pove}ava da bi se 54 h nakon tretmana izjedna~io sa oksidativnim
stresom koji pokazuje kontrolna grupa. Odatle se mo`e zaklju~iti da je po-
luvreme eliminacije jedinjenja iz jetre mi{a 26 h, a da bi se nova doza
trebala uzimati na 54 h, {to je dug vremenski period uzimaju}i u obzir da
se na primer prose~an antibiotik mora unositi na 6 h, odnosno 7 puta ~e-
{}e od sintetisanog jedinjenja. Du`ina njegovog dejstva znatno bi olak{ala
primenu jedinjenja kao potencijalnog lekovitog sredstva.

Na osnovu rezultata prikazanih na slici 3 mo`e se zaklju~iti da sin-

tetisano jedinjenje pokazuje veoma jak antioskidativni efekat u bubrezima

laboratorijskog mi{a. Ve} nakon 6 h od tretmana oksidativni stres je sma-

njen za jednu ~etvrtinu. Period u kom se dosti`e maksimalni efekat

nastupa 18 h od tretmana, i traje 12 h. Uzimaju}i u obzir to da ve}ina
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Slika 2.
Lipidna peroksidacija u
jetri i DPPH test za
jetru

Figure 2
Lipid peroxidation in
the liver and DPPH
test for the liver of
mice

Slika 3.
Lipidna peroksidacija u
bubrezima i DPPH test
za bubrege

Figure 3
Lipid peroxidation in
the kidneys and DPPH
test for the kidneys of
mice



lekova koja se danas upotrebljava ima maksimalni efekat u trajanju od 4
do 6 ~asova ili manje du`ina maksimalnog efekta sintetisanoj jedinjenja
mo`e se smatrati jo{ jednom njegovom predno{}u. U narednih 24 h oksi-
dativni stres u bubrezima mi{a izjedna~ava se sa oksidatvnim stresom 6 h
nakon tretmana, pa se mo`e zaklju~iti da dejstvo acil-derivata kvercetina i
stearinske kiseline traje vi{e od 54 h od same aplikacije jedinjenja.

Na osnovu grafika na slici 4 mo`e se tvrditi da sintetisano jedinjenje
pokazuje antioksidativnu aktivnost i u slezini mi{a. Smanjenje oskidativ-
nog stresa vidljivo je ve} nakon 6 h od tretmana. Oksidativni stres nas-
tavlja da opada do 30 h od aplikacije jedinjena gde ono pokazuje svoj
najja~i terapeutski efekat. U slede}ih 24 h oskidativni stres raste ali si ni
posle 54 h od aplikacije ne izjedna~ava sa kontrolnim, {to ukazuje na to
da je dejsktvo sintetisanog jedinjenja u slezini du`e od 54 h.

Na osnovu rezultata prikazanih na slici 6 mo`e se zaklju~iti da je
pretpostavka da }e acil-derivat kvercetina i stearinske kiseline zbog pove-
}anja lipofilnosti mo}i da pre|e krvno-mo`danu barijeru, ta~na.

Jedinjenje pokazuje veliku antioksidativnu aktivnost ve} 6 h nakon
aplikacije. Prema rezultatima dobijenim u testu lipidne peroksidacije, na-
kon 6 h oksidativni stres u mozgu mi{a smanjen je za jednu polovinu, {to
bi bilo maksimalni efekat u drugim organima. Me|utim, ovo smanjenje
predstavlja samo latentni period. Maksimalni efekat biva ispoljen tek 42
sata nakon aplikacije jedinjenja prema testu lipidne peroksidacije, dok
prema DPPH testu i dalje opada do 54 h. Ta~na du`ina dejstva ne mo`e
se sa siguno{}u utvrditi iz dobijenih rezultata, ali se na pore|enjem da
grafikonima dobijenim za druge organe mo`e pretpostaviti da je dejstvo
znatno du`e od 54 h, koliko je ono mereno. Mo`e se re}i da jedinjenje
ispoljava svoj najja~i efekat upravo na mozgu mi{a.
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Slika 4.
Lipidna peroksidacija u
slezini i DPPH test za
slezinu

Figure 4
Lipid peroxidation in
the spleen and DPPH
test for the spleen of
mice



Zaklju~ak

Na osnovu dobijenih rezultata mo`e se zaklju~iti da je sintetisan acil-
-derivat kvercetina i stearinske kiseline. Tako|e, mo`e se zaklju~iti da je
ovo jedinjenje 9 puta ja~i antioksidant od polaznog molekula, odnosno
kvercetina, i ispoljava terapetuski efekat u svim ispitivanim organima:
jetri, slezini, bubrezima i mozgu. Jedinjenje je zbog svoje lipofilnosti pre-
{lo krvno-mo`danu barijeru i ispoljilo svoj najja~i efekat upravo na mozgu
mi{a, gde je snizilo oksidativni stres vi{e od tri puta. Ni na ostalim orga-
nima njegovo dejstvo nije zanemarljivo. U jetri, slezini i bubrezima sni-
`ava oksidativni stres i do dva puta. Svi rezultati ukazuju da je sintetisano
jedinjenje veoma jak antioksidant.

Zahvalnost. @elim da se zahvalim mentorima Luki Mihajlovi}u i
Aleksanrdu \uri}u na stru~noj pomo}i, Ani Parabucki sa Instituta za bio-
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Karla Ili} \ur|i}

Synthesis and Effect of Quercetine Derivatives with Stearic
Acid on the Parameters of Oxidative Stress in Mice (Mus

musculus)

Acyl-derivative of quercetin and stearic acid was synthesized. DPPH
essay showed that the synthesized compound has 9 times stronger antioxi-
dant activity than quercetin, which was used as a starting molecul for syn-
thesis. The effects on the oxidative status were followed during 54 h in

vivo, in several mice organs. DPPH essay and essay for lipid peroxidation
showed that the synthesized compound is a very powerful antioxidant, and
that it manifests therapeutic effect on all tested organs. The compound, is
due to its lipophilicity able to cross the blood-brain barrier and showed its
strongest effect on the mice brain, with a 3-fold reduction of the measured
parameters. The effect is significant in other organs as well. The com-
pound warrants interest for the dietetic supplement industry, and ought to
be fully investigated.
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